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RESUMO

O \vitligo é uma doenca dermatolégica de causa desconhecida. O
aparecimento se da através de manchas branco-nacaradas na pele, ocorridas pela
morte ou reducdo na funcionalidade das células epidérmicas, os melandcitos, que
produzem a melanina, pigmento cutaneo. As células Natural Killer (NK) fazem parte
do sistema imune inato e através de seus receptores KIR (Killer immunoglobulin-like-
receptors) reconhecem moléculas de HLA (Human leukocyte antigen) classe |
presentes nas células. Quando ndo ha o reconhecimento do HLA classe I, como em
células tumorais ou infectadas por virus, a célula NK induz a morte da célula alvo.
Uma das teorias para essa doenca € a imunoldgica, a qual admite que o vitiligo seja
doenca autoimune pela formacdo de anticorpos antimelanocitos, podendo ser
associado a outras doencas autoimunes. O objetivo deste estudo foi investigar
polimorfismos dos genes KIR e HLA e sua associagdo com pacientes com vitiligo
comparando com um grupo controle. Foram genotipados 112 pacientes com
diagnéstico de vitiligo e 250 individuos saudaveis para 16 genes KIR e seus ligantes
HLA por PCR-SSO e PCR-SSP respectivamente. Nossos resultados mostraram um
fator de risco para a doenca na interacdo do gene ativador KIR2DS1 com o0 seu
ligante C2 (P=0,015; OR: 2,06). Também houve uma associacdo significativa do
gene ativador KIR2DS1 com o ligante heterozigoto C1/C2 (P=0,025; OR: 2,26). A
interacdo KIR2DS1/C2 esta presente em 52,8% dos pacientes com vitiligo e em
35,2% do grupo controle, ja a interacdo KIR2DS1/C1/C2 esta presente em 54,7%
dos pacientes com vitiligo e 34,9% do grupo controle. Nossos resultados sugerem
um possivel fator de risco do gene ativador KIR2DS1 com o seu ligante C2, sendo

essa combinacdo uma possivel susceptibilidade a doenca.

Palavras-Chaves : HLA, genes KIR, VItiligo, células NK.



ABSTRACT

Vitiligo is a skin disease of unknown cause. The main symptom of vitiligo is
white patches on the skin. Which are caused by destruction of pigment-forming cells
(melanocytes). Natural killer (NK) cells are part of the innate immune system and
they recognize class | HLA molecules (human leukocyte antigen) through their KIR
receptors (killer-cell immunoglobulin-like-receptors). When class | HLA molecules are
not recognized, e.g.: tumour cells or virus-infected cells, NK cells induce the death of
target cells. One of the possible aetiologies for this disease is the immune cause.
According to this theory, vitiligo is an autoimmune disease caused by the production
of anti-melanocyte antibodies and it may be associated with other autoimmune
diseases. The objective of the present study was to investigate KIR and HLA gene
polymorphisms and their association with vitiligo comparing with a control group. We
genotyped 112 patients diagnosed with vitiligo and 250 healthy individuals for 16 KIR
genes and their HLA ligands using PCR-SSO and PCR-SSP respectively. Our
findings showed a risk factor for vitiligo in the interaction between the activating
KIR2DS1 gene and its C2 ligand (P=0.015; OR: 2.06). There was also a significant
association of the activating KIR2DS1 gene with the heterozygous C1/C2 ligand
(P=0.025; OR: 2.26). The KIR2DS1/C2 interaction was found in 52.8% of vitiligo
patients and in 35.2% of the control group; whereas the KIR2DS1/C1/C2 interaction
was found in 54.7% of vitiligo patients and 34.9% of the control group. These findings
suggest a possible risk factor related to the interaction between the activating
KIR2DS1 gene and its C2 ligand, since this combination may be a disease
susceptibility factor.

Keywords: HLA gene, KIR gene, vitiligo, NK cell.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

NK: Natural killer cells — Células matadoras naturais.

KIR: Killer immunoglobulin-like receptor — Receptor do tipo imunoglobulina da célula
NK.

HLA: Human leukocyte antigen — Antigeno leucocitario humano.
PCR: Polimerase chain reaction — Reacédo em cadeia da polimerase.

SSO: Sequence-specific Oligonucleotides -  Sequéncia  especifica de

oligonucleotideos.

SSP: Sequence specific primers — Sequéncia especifica de primers.

NKT: Natural killer T cells — Células matadoras naturais tipo célula T.

PUVA: Ultraviolet A radiation — Radiac&o ultravioleta A.

UVB: Ultraviolet B radiation — Radiacao ultravioleta B.

CTLs: Cytotoxic T lymphocytes — Linfocitos T citotoxicos.

CLA: Cutaneous lymphocyte-associated antigen — Antigeno cutaneo linfocitario.

MHC: Major Histocompatibilty = Complex - Complexo Principal de

Histocompatibilidade.

APS: Autoimmune polyglandular syndromes — Sindrome poliglandular autoimune.
LES: LUpus eritematoso sistémico.

TCR: T cell receptor — Receptor de célula T.

TNF: Tumor necrosis factor — Fator de necrose tumoral.

IFEN: Interferon.

IL: Interleukin — Interleucina.

ADCC: Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity — Citotoxicidade celular

dependente de anticorpo.



TNRF: Tumor necrosis receptor family — Familia de receptores de necrose tumoral.
ILTs: Ig-like transcripts — Transcri¢cdo do tipo imunoglobulina.

LIRs: Leukocyte Ig-like receptors — Receptor do tipo imunoglobulina dos leucdcitos.
LCR: Complexo de receptores leucocitarios.

TM: Transmembrana.

ITIMs: Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs — Motivos inibidores do

imunoreceptor tirosina.

ITAMs: Immunoreceptor tyrosine-based activation motifs — Motivos ativadores do

imunoreceptor tirosina.

lle: Isoleucina.
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INTRODUCAO

O vitiligo € uma doenca dermatoldgica, adquirida e ndo contagiosa, que se
manifesta através de manchas branco-nacaradas. Seu aparecimento esta
relacionado com a perda de pigmentacdo cutanea devido a reducdo ou perda
funcional dos melanécitos, células responsaveis pelo pigmento natural da pele, a
melanina. Ocorre em qualquer faixa etaria (comum aos 20 anos), raca ou sexo. A
incidéncia mundial desta patologia varia de 0,1 a 8% e no continente Americano &

estimada em 1% da populacgao. [1,2,3,4].

As causas do vitiligo ainda ndo sdo bem conhecidas, no entanto, ha estudos
gue associam essa doenca a autoimunidade [5]. Com isso, o achado de possiveis

polimorfismos genéticos se faz importante no futuro entendimento da patologia.

As células Natural Killer (NK) séo células originadas na medula éssea, e
juntamente com algumas células T (NKT) s&o importantes reguladores imunolégicos
[6]. Integram o sistema imune inato, funcionando como uma vigilancia imunoldgica
para 0 nosso organismo. Possuem ampla habilidade em mediar uma resposta imune

contra células transformadas, tais como as infectadas por virus e as tumorais [7,8,9].

As células NK reconhecem moléculas de HLA (Antigeno Leucocitario
Humano) de classe | expressos na superficie de células-alvo. Quando a expressao
esta diminuida como na transformacdo tumoral, a célula NK pode ser ativada
levando a morte da célula-alvo. As células NK s&o reguladas através de um balanco
entre sinais que sao gerados a partir de receptores de ativacao e receptores de
inibicdo [10,11]. Esses receptores sédo expressos na superficie das células NK, e séao

chamados de KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors) [12,13].

Os receptores KIR sao representantes da familia das imunoglobulinas
presentes na superficie celular, sendo expressos em células NK e em alguns

linfécitos T. Estdo localizados no brago longo do cromossomo 19 (19q13.4). Sao
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divididos em grupos funcionais inibitérios e grupos funcionais ativadores, 0s quais
regulam a funcdo das células NK, que conforme a interacdo com seus respectivos

ligantes podem causar ou ndo a lise da célula alvo [14, 15,16].

Portanto, o presente trabalho tem por objetivo estudar a associagcao dos
genes KIR e HLA com o vitiligo. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sob o nimero 09-199.
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1. REVISAO DA
LITERATURA

1.1 Estratégias
para localizar e selecionar as informacdes

Esta revisao da literatura esta focada nos aspectos imunoldgicos relacionados
ao vitiligo e sua associacdo com polimorfismos de genes KIR e HLA. A estratégia de
busca envolveu as seguintes bases de dados: SciELO, PubMed e repositério digital
— LUME. Foram realizadas buscas através dos termos “Vitiligo”, “HLA”", “KIR”,

“autoimmunes diseases”, “NK cells”.

1.2 Vitiligo

1.2.1 Quadro clinico e diagndstico

O Vitiligo € uma doenca dermatologica, adquirida, ndo contagiosa, com causa
e origem ainda desconhecidas. Os sintomas se limitam ao aparecimento de
manchas branco-nacaradas na pele, ocasionadas através da perda de pigmentacao
natural cutdnea. Além da pele, ha casos de despigmentacdo dos cabelos e cilios.
Essa despigmentacdo é originaria de uma disfuncdo ou reducdo no numero de
células epidérmicas chamadas de melandcitos, importantes por produzirem o

pigmento cutaneo, a melanina [1, 2, 3, 4].

As manchas possuem formas variadas, geralmente sao encontradas em
formas centrifugas e rodeadas por pele com pigmentagdo normal. A
despigmentacdo pode ocorrer em qualquer segmento do corpo, no entanto, ha uma
predilecdo ao aparecimento em locais como face, maos (Figura 1), genitais e axilas
[2]. Estudos descrevem locais preferenciais para o alastramento das manchas sendo
agueles onde sofram pressfes ou traumatismos frequentes, tais como maos, pés,

joelhos e cotovelos [18, 19, 20].
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Figura 1: Vitiligo localizado em face e méo.

Pode se manifestar em qualquer idade, sendo mais comum entre as faixas
etarias de 10 a 15 anos, e de 20 a 40 anos [2]. Assim também, ndo ha diferenciacédo
entre sexo e raca. A frequéncia mundial desta patologia € muito variavel, entre 0,1 a
8%. Na Europa existem registros de cerca de 0,5% da populacdo acometida por esta
doenca, ja no territdrio Americano a incidéncia é por volta de 1% de sua populacéo
[3, 17].

O diagnostico de vitiligo ocorre através de manifestacdes clinicas, onde o
principal exame do paciente € pelo método da lampada de wood, muito importante
na detec¢cdo de manchas em fase inicial (Figura 2). Ja a bidpsia da pele se torna
desnecessaria nesta patologia. Indicios sugerem que esta doenca esteja associada
a outras doencas autoimunes, tais como doencas tireoidianas, alopécia areata,
diabetes tipo 1, entre outras. E recomendavel a obtencdo de exames clinico-
laboratoriais que excluam a coexisténcia dessas doencgas [19, 20, 21].

~—E

Figura 2: Lampada de Wood em diagndstico de paciente com vitiligo.
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E importante ressaltar que o vitiligo ndo é uma doenca com riscos a vida dos
pacientes. No entanto, relatos indicam que pacientes sdo acometidos por problemas
psicossociais, e estes podem levar ao estresse, ansiedade, dificuldades em

trabalhar e até transtornos como depressao, e outros disturbios psiquicos [22, 23].
1.2.2 Classificacao

O vitiligo foi dividido em alguns tipos e subtipos, de acordo com a forma de
distribuicdo e sua extensdo na pele. S&o eles, vitiligo localizado, generalizado e
universal [21].

. Vitiligo
Localizado: Dividido nos seguintes subtipos:

> Focal: com a
presenca de uma ou mais manchas acrémicas pequenas localizadas
em uma determinada area, sem uma distribuicdo especifica.

> Segmentar:
também conhecido como unilateral, possui uma ou mais maculas
acrémicas que envolvem um segmento unilateral do corpo seguindo a
distribuicdo de um dermatomo.

. Vitiligo
Generalizado: Lesdes simétricas.

> Acrofacial: com
lesdes acrémicas distribuidas na parte distal das extremidades e da
face.

> Vulgar:
manchas acrdomicas com distribui¢céo aleatoria.

> Mista: é a unido
de lesbes dos tipos acrofacial e vulgar, segmentar e acrofacial e/ou
vulgar.

. Vitiligo
Universal: € a despigmentacdo de mais de 50% da pele e da mucosa.

Com base nesta classificacdo e de estudos na area, sabemos que o tipo

vitiligo segmentar pode ser observado em pacientes com um aparecimento de forma
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precoce, registros apontam para 0 surgimento entre os cinco e aos 30 anos de
idade, além disso, ndo esta associado com doencas autoimunes. Ja a forma vulgar
da doenca ocorre em qualquer faixa etaria, podendo evoluir através de surtos

geralmente associados a doencgas autoimunes, principalmente as tireoidianas [21].

1.2.3 Tratamento

O tratamento ao vitiligo ainda ndo é bem efetivo. A principal linha de
tratamento visa estimular a producdo de pigmento nas areas de pele lesadas [21].
Estudos indicaram que os melandcitos ndo sintetizavam a melanina em condicdes
normais, porém, se tornavam ativos ao contato com a luz ultravioleta, ou pela
dermoabrasdo. A partir desses dados, 0os autores concluiram que existia uma
reserva de melandcitos nos foliculos pilosos, tornando possivel a metodologia de
reativacdo dos melandcitos e consequentemente a repigmentacdo da area afetada
[21, 25, 26].

Atualmente, ha alguns tipos de tratamentos, no entanto, sabe-se que a
maioria dos pacientes ndo apresentam bons resultados uma vez que é utilizada
apenas de forma terapéutica [24]. Com isso se faz importante compreender os
possiveis tratamentos e estruturar a melhor combinacéo entre eles para auxiliar na
repigmentacdo dos pacientes. Os principais tratamentos hoje sdo os esteroides,

fototerapia (PUVA, UVB), terapia cirdrgica, imunomoduladores, entre outros [21, 27].

Os esteroides orais sdo a primeira linha de tratamento prescrito aos pacientes
portadores de vitiligo do tipo localizado [21, 27]. Atua na provavel inibicdo da acao
dos anticorpos contra os melandcitos [28]. O sucesso da repigmentacgédo fica entre
50 a 75%, considerando regides com pouca expansdo de manchas e rapida
regressao [27]. O uso desse medicamento deve ser monitorado cuidadosamente,

uma vez que possui alto risco de toxicidade e efeitos adversos [19, 20].

A fototerapia inclui tratamentos tépicos a base de psoralenos e radiacédo por
luz ultravioleta A (PUVA), e também a radiacéo de luz ultravioleta B (UVB), com boa
resposta e cerca de 80% de repigmentacdo [27]. Os pacientes devem ingerir um

medicamento a base de psoralenos de uma a duas horas antes da radiagdo UVA,
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gue estimula as imunocitoquinas e agem como sinais migratérios de células
melanociticas de pele normal para a pele lesada, sendo o rosto a regido com melhor
resposta ao tratamento. Efeitos adversos tais como eritema, vermelhiddo
momentanea e nauseas passageiras podem ocorrer, além disso, existem algumas
contraindica¢cdes como as doencas hepaticas [21, 29]. J& a radiacdo UVB estimula a
sintese de melanina aumentando a atividade da tirosina e estimulando a proliferacédo
de melandcitos. Este tratamento € muito indicado devido aos poucos efeitos

adversos que podem causatr, inclusive evitando o fotoenvelhecimento [21, 30].

Apesar dos diversos métodos clinicos, existem pacientes que ndo respondem
ao tratamento. Neste caso, é sugerido o tratamento cirdrgico, onde sera feito um
enxerto de células melanociticas funcionais em pequenas regides despigmentadas.
Para esse procedimento é necessario alguns cuidados como observar se o vitiligo
ndo esta em progressdo. Este método tem sucesso no vitiligo localizado, podendo

chegar a 95% de repigmentacéao [31, 32].

Além destas modalidades de tratamentos, uma nova perspectiva da area
terapéutica é o uso de imunomoduladores, considerando que o vitiligo possa estar
envolvido com autoimunidade. Assim, 0 uso de medicamentos imunomoduladores e
imunossupressores teriam a intencéo de bloquear os autoanticorpos que auxiliam na
destruicdo dos melandécitos. Contudo, ainda sdo poucos estudos que comprovam a
eficiéncia deste tratamento [21, 33].

1.2.4 Etiopatogenia

Como ja foi citada, a causa desta patologia permanece obscura, entretanto
existem trés teorias que foram propostas para explicar a destruicdo dos melandcitos.

Sao elas:

o Teoria Neural:
tanto as células melanociticas quanto o sistema nervoso sao derivados
da mesma linhagem embriolégica, ou seja, da crista neural [34]. Essa
teoria indicaria um possivel mediador neuroquimico, uma toxina, que
causaria a destruicdo de melandcitos ou inibiria a producdo de

melanina [35].
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. Teoria
Citotéxica: sabe-se que os melandcitos tém como funcéo proteger o
organismo e assim eliminar produtos toxicos tais como dopaquinona e
inddis. Quando esta protecéo esta deficiente, ocorre a formacédo destes
produtos a partir da sintese de melanina, com isso inicia o processo de
destruicdo das células melanociticas [21, 36, 37].

. Teoria
Imunoldgica: € a teoria mais aceita atualmente. Admite que o vitiligo
seja uma doenca autoimune, onde ocorreria a formacao de anticorpos
antimelanociticos (ou autoanticorpos) e por consequéncia a destruicdo
dos melanécitos [5], esses anticorpos circulantes estdo diretamente
ligados a extensdo da despigmentacdo cutanea [38]. Essa teoria €
corroborada por estudos que indicam a associacdo do vitiligo com
outras doengas autoimunes, como diabetes melitus tipo 1, lapus
eritematoso sistémico, esclerose sistémica, tireoidite de Hashimoto,
entre outras. Além disso, fica registrado que doencas autoimunes
possuem uma diferenciacdo na expansdo de linfocitos T e uma
ativacao das células natural killer (NK) [5, 21, 39]. Existem estudos que
indicam uma associa¢do dos antigenos do sistema HLA com o vitiligo,
tais como HLA-DR4, -DR1, -Cwe6, -A2, entre outros [40, 41].

Além da autoimunidade, outros fatores demonstraram serem importantes para
a etiopatogenia da doenca, tais como heranca e fatores ambientais. A heranca
aponta um fator genético autossébmico dominante ou autossGmico recessivo ou
multifatorial, indicando uma predisposicdo a doenca. [42]. J4 os fatores ambientais
seriam o estresse, exposi¢ao solar intensa, exposicao a alguns pesticidas. Cerca de
10 a 76% dos pacientes atribuem o fator de predisposi¢cdo genética como causa da
doenca [43].

1.2.5 Imunogenética

Os fatores genéticos do vitiligo ainda ndo sdo bem conhecidos, estudos
caracterizam o vitiligo como uma doenca multifatorial e poligénica. Por algum tempo
se considerou como uma doenca que continha tragcos mendelianos, porém isso nao

se confirmou [2, 44]. Por envolver multiplos genes e fatores de risco também
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ambientais, o vitiligo hoje é qualificado como uma doenca complexa [45]. Estudos
indicam que 6% a 38% dos pacientes com vitiligo, possuem histéria familiar,
geralmente parentes de primeiro grau, embora haja relatos de que esta patologia
nao seja transmitida por mecanismo mendeliano simples, sendo mais consistente

acreditar em um fator poligénico [42, 45, 46, 47].

Ha também evidéncias da associacdo do vitiligo com doencas autoimunes.
Foi demonstrado que os pacientes de vitiligo possuem autoanticorpos e linfocitos T
citotéxicos (CTLs) reativos contra antigenos melanociticos chamados de antigenos
cutaneos linfocitarios (CLA) e que interagem com a selectina endotelial (E-selectina),
facilitando a chegada do linfécito a pele [48, 49, 50, 51]. Os linfécitos T citotoxicos
reativos melandcito-especificos que expressam o CLA causariam a destruicao

desses melandcitos e por consequéncia essa patologia [52].

Esses anticorpos anti-melandcitos estdo presentes de forma significativa na
circulacao de pessoas com vitiligo [49, 53]. Um estudo de imunofluorescéncia indica
gue 30,9% dos pacientes com vitiligo foram positivos para anticorpos
antimelanociticos [53]. Isto foi confirmado por outras pesquisas, mostrando,
inclusive, uma relacéo entre a incidéncia e o nivel de autoanticorpos, quanto mais
extensa € a despigmentacdo maior é a circulacdo desses anticorpos [38, 54]. As
presencas destes autoanticorpos levam ao agravamento da perda de melandcitos [4,
55].

A partir dos achados, as analises genéticas foram estimuladas a fim de
encontrar genes que pudessem indicar suscetibilidade ao vitiligo. Os primeiros
estudos de associacdo genética apontaram para a importancia de HLA e PTPN22
[56, 57]. Outros genes foram ganhando importancia ao longo dos anos, assim como
o NALP1 que foi identificado no cromossomo 17p e posteriormente renomeado para
NLRP1 [58]. Possivelmente este gene seria uma espécie de chave reguladora do
sistema imune inato que atua nas infec¢des bacterianas da pele [59]. Muitos estudos
confirmaram a associacdo do gene NLRP1 com vitiligo e, também com outras
doencas autoimunes, tais como diabetes melitus 1, doenca de Addison, doenca
celiaca, esclerose sistémica e doenca inflamatoria do intestino [60, 61]. O gene AIS1
também tem sido ligado ao vitiligo como um gene de suscetibilidade autoimune [62].
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Em relacdo a associacdo com haplotipos HLA especificos dentro de vérias
populacdes [63, 64], algumas pesquisas mostram que foram detectados sinais de
associacdo no MHC (complexo principal de histocompatibilidade), em ambas as
regides de classe | e Il. Na classe |, a associacdo positiva ficou por conta do HLA-
A*02. Ja na regido de classe Il, a associagdo foi através de HLA-DRB1*04 [65].
Esses dados confirmaram pesquisas anteriores, 0s quais indicaram 0S mesmos

genes de suscetibilidade [66, 67].

Em outro estudo relevante, realizado em 1983 por Foley e colaboradores,
incluindo pacientes caucasoides com vitiligo e grupo controle, foi encontrada, uma
associacao positiva com HLA-DR4. Este trabalho foi o primeiro a relatar associacéo
de vitiligo com HLA-DR [40]. Mais tarde outros pesquisadores corroboraram esta
ideia, mostrando a mesma associagdo do HLA-DR4 em vitiligo, entretanto,
ocorreram testes para outros locos como 0

HLA-DQ5 onde néo foi comprovada a associagao [68].

Com base nesses dados associativos, hoje sabemos que em doengas
autoimunes, os pacientes possuem uma diferenciagdo na expanséo dos linfocitos T
e uma ativacdo das células natural killer (NK) [5, 39]. No que diz respeito ao vitiligo,
estudos com células mononucleares do sangue periférico e utilizando anticorpos
monoclonais com citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia e ensaios de
citotoxicidade mediada pelo complemento resultou em diferenciacdes nas células
NK e células T em pacientes com esta patologia [69]. Confirmando assim a

autoimunidade do vitiligo.

1.2.6 Associagéao

com doencas autoimunes

A autoimunidade do vitiligo se da por alguns pré-requisitos, sao eles:
associacdo com outras doencas autoimunes, histéria familiar de vitiligo, doencas
autoimunes, presenca de autoanticorpos de melandcitos e células T autorreativas,
presenca de fatores genéticos e respostas positivas a imunossupressores
terapéuticos [70]. Esses requisitos ja foram discutidos e confirmados por diversos
estudos.
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Pesquisas relatam que existiia uma predisposicdo genética a grupos
especificos de doencgas autoimunes que incluiriam o vitiligo. Assim, aumentaria as
chances de coexisténcia de doencas autoimunes e vitiligo [70]. Alkhateeb relatou
que cerca de 30% dos pacientes com esta patologia apresentam pelo menos mais

de uma doenca autoimune [71].

Historicamente, o primeiro relato confirmado de vitiligo em associacdo com
outras doencas foi feito por Thomas Addison em 1855, onde descreveu a
associacdo com insuficiéncia adrenal idiopatica [72, 73]. J& em 1908, um estudo
comprovou esta ideia sugerindo a conexdo de doencas autoimunes que ocorriam
concomitantemente [74]. A partir desses relatos, pesquisas caracterizam o vitiligo
como uma doenca sistémica, visto que alguns tipos de vitiligo, geralmente o tipo ndo
segmentar, estariam associados a doengas autoimunes, mas também a patologias

nao autoimunes [4].

As associacdes melhor estudadas sdo com as doencas de Hashimoto e
doenca de Graves [4]. O relato de doencas tireoidianas é o mais prevalente, entre
0,5 a 43% dos pacientes acometidos pelo vitiligo. Desses, 24% sao pacientes
pediatricos [75, 76]. Além disso, o vitiligo é associado a doencas endocrinolégicas,
tais como diabetes melitus tipo 1, sindrome poliglandular (APS) tipo 1 e 2 e doenca
de Addison’s [3, 72]. Doencgas psiquiatricas também estdo associadas com o vitiligo,
no que se refere a depressao devido aos problemas estéticos e psicossociais que o
proprio vitiligo acarreta, a qualidade de vida do paciente € gravemente
comprometida [3, 17, 77]. Outra associacdo presente em parte dos pacientes de
vitiligo € relativa a doencas de pele, tais como alopécia areata, psoriase, dermatites,
entre outras [3, 72]. As frequéncias de doencgas autoimunes como tireoidites,
diabetes tipo 1 em adultos, anemia perniciosa, artrite reumatoide, psoriase e lapus

eritematoso sistémico (LES) sdo elevadas entre os pacientes de vitiligo [71, 78, 79].

Também € importante salientar que pesquisas tem apontado uma ligagédo
entre vitiligo e melanoma indicando que o sistema imune em resposta a células
pigmentares malignas, possa iniciar o processo de destruicdo dos melandcitos. Em
pacientes com melanoma sao encontrados 0s mesmos autoanticorpos melanociticos

gque em pacientes com vitiligo [3, 77, 80].
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A descoberta de genes suscetiveis ao vitiligo, o estudo de autoanticorpos e o
entendimento da associagdo com doengas autoimunes seria um marco na
imunogenética desta patologia. Visto que, com esses achados, investimentos em
meétodos terapéuticos mais eficazes poderiam ser feitos, afim de estabelecer o

controle da doenca.

1.3 Células Natural Killer

As células Natural Killer (NK) constituem um subtipo de linfocitos, originadas
na medula 6ssea, e juntamente com algumas células T (NKT) sdo importantes
reguladores imunolégicos [6]. Faz parte do sistema imune inato, funcionando como
uma vigilancia imunoldgica para o nosso organismo, sendo a primeira linha de
defesa contra virus, bactérias, tumores e microrganismos. Possui ampla habilidade
em mediar uma resposta imune contra células transformadas, tais como as

infectadas por virus e as tumorais (figura 3) [7,8,9].

Figura 3: Célula NK (amarelo) atacando célula tumoral (rosa).
(Fonte: Eye of Science Photo Researchers, Inc.)
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Morfologicamente, sédo células de baixa densidade, linfocitos granulares
grandes, os quais se diferenciam principalmente na medula 6ssea e apos entram na
circulacdo. Ja os granulos dos linfécitos T citotoxicos (CTLs) e os granulos das
células NK contém perforinas e granzimas, os quais sdo importantes para a
atividade citotoxica. Esses granulos podem estar em formas variadas dependendo
do estagio de ativacdo celular [81, 82, 83]. Com isso, ha a compreensao de que as
células NK se diferenciam dos linfocitos T e B, sendo menos especializadas do que
as células T. Fenotipicamente, as células NK sido CD3CD2'CD16°CD56'CD14
CD19 e ao contrario das células T e B, ndo apresentam um antigeno unico bem
definido [83, 84, 85].

As NK estdo localizadas no sangue periférico e também no baco, e
raramente em outros orgaos linfoides, trato gastrointestinal e pulméo, com 10% a
15% das células mononucleares circulantes. Apresentam como marcadores de
superficie CD16 e CD56, e auséncia do receptor de célula T (TCR) [7, 8, 12, 84, 85].

A maturacdo dessas células ocorre na medula 0ssea, a partir de células
progenitoras CD34". Nesta fase, as células NK ndo expressam receptores inibidores,
porém, expressam receptores ativadores com uma eficiente atividade citolitica [86].
As NK sdo uma importante fonte de citocinas de imunorregulacéo, tais como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y) e interleucinas como IL-3, IL-
5, IL-10, IL-13, as quais regulam a funcdo dos macroéfagos, linfocitos, hemaceas e
células dendriticas. E é através da expressao de CD-16 que as células NK possuem
uma atividade citotoxica natural, mediando também a citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity — ADCC)

efetora na imunidade inata contra células infectadas por virus e tumorais [87, 88].

Existem algumas citocinas especificas diretamente ligadas a estimulacéo das
células NK, tais como IL-2, IL-12, IL-15 e IL-18. A IL-2 estimula a proliferacéo e as
funcbBes efetoras das células NK, através das cadeias B e y e também do seu
receptor, IL-2R. J& a IL-12, promove a ativacdo das células NK e a secrecdo de IFN-
y pelas células T e NK. A IL-15 auxilia na ativagao celular e na resposta imune

contra os virus. Por fim, a IL-18 auxilia a IL-12 na producéo de IFN-y [6, 89].
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Com isso, durante uma resposta imune, as células NK podem provocar
ataques contra células alvo e interagir com as células dendriticas em tecidos
periféricos [7, 12]. Para que isso ocorra, ha dois caminhos citoliticos a seguir, o
primeiro mecanismo € a apoptose ativada por granulos, obtendo a liberacdo de
perforinas e granzimas, ja o segundo mecanismo € a apoptose induzida pela
interacdo Fas/FasL, a qual é da familia dos receptores de TNRF (necrose tumoral)

[90, 91, 92].

A atividade citolitica e a producao de citocinas pelas células NK séo reguladas
por receptores de inibicdo ou ativacdo presentes na superficie da célula e também
em alguns linfécitos T. Esse mecanismo é responsavel por identificar agentes
infecciosos e células transformadas. Os grupos dos receptores séo divididos em trés
familias distintas: a familia com heterodimeros compostos de lectina, CD94/NKG2A
ligante do HLA-E com funcao inibidora e NKG2D ligante do MICA com funcéao
ativadora [93]; a familia de receptores de leucocitos com dominio tipo
imunoglobulina, chamados de ILTs (Ig-like transcripts) e também denominados LIRs
(leukocyte Ig-like receptors) expressos em células T e B, ndo sendo especificos de
células NK; e a terceira familia € do receptor com dominio do tipo imunoglobulina
chamado KIR (killer I1g-like receptor) [12, 94].

Desse modo, a atividade das células Natural Killer é regulada pelo balanco
entre sinais a partir de receptores ativadores e inibidores. Este processo ocorre
através da participacdo de moléculas de classe | do complexo principal de
histocompatibilidade — MHC 1, principalmente as moléculas do sistema HLA
(antigeno leucocitario humano). As células NK reconhecem células infectadas ou
transformadas pela auséncia ou presenca das moléculas HLA na sua superficie.
Quando a expressao esta diminuida ou ausente de moléculas HLA nas células-alvo,
ou ocorre um desequilibrio entre sinais ativadores e inibidores mediados pelos
receptores KIR, ou a célula NK é ativada e induzida a destruir a célula-alvo. Essas
moléculas proteicas, importantes na destruicdo de células anormais sdo a expressao

de um grupo de genes, denominado genes KIR [8].

1.4 Receptores
KIR
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Os receptores KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors) estéo localizados
no cromossomo 19q13.4, na regido do complexo de receptores leucocitarios — LCR,
onde sdo codificados pelos genes KIR [14]. Sdo representantes da familia de
imunoglobulinas presentes na superficie celular, principalmente em células NK, e
também em alguns linfocitos T (NKT) [10, 11].

A familia KIR é expressa por um sistema genético altamente polimérfico. Até
o momento, foram descritos 17 genes, divididos em dois grupos funcionais, 0s
inibidores, que evitam a lise da célula-alvo e os ativadores, os quais causam a lise
da célula-alvo. O grupo inibitorio possui oito receptores que sao 2DL1, 2DL2, 2DL3,
2DL5A, 2DL5B, 3DL1, 3DL2 e 3DL3. Sete sao referentes ao grupo dos receptores
ativadores que sédo 2DL4, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5 e 3DS1. Além destes,
existem dois pseudogenes, o 2DP1 e o 3DP1. Ha quatro genes KIR que sédo
chamados de genes estruturais, visto que estdo presentes em todos os individuos e
sugerem estabilidade em relacdo a recombinacdo genética, esses genes sdo 3DL3,
3DP1, 2DL4 e 3DL2 [12, 14, 15].

14.1 Nomenclatura
KIR

A nomenclatura dos receptores KIR foi determinada de acordo com a
estrutura da cauda citoplasmatica e seus dominios extracelulares de imunoglobulina.
Os receptores apresentam uma cauda citoplasmatica que podem ser curta,
denominado por “S” (do inglés short — curto), ou ser longa, denominado por “L” (do
inglés long — longo), dois ou trés dominios (2D ou 3D) que séo utilizados para
ligarem-se ao sistema HLA e assim reconhecerem a célula-alvo, e uma porcao

transmembrana (TM) (Figura 4) [8].

Os receptores que possuem uma cauda citoplasmatica de estrutura longa “L”
sdo chamados de inibitorios, pois evitam a lise da célula-alvo. Estes apresentam
dois motivos moleculares inibitérios ou ITIMs (immunorecepter tyrosine-based
inhibition motifs), os quais trabalham na inibicdo das células NK bem como em
células T com atividade citotdxica através do recrutamento de fosfatases da tirosina
[95, 96].
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JA os receptores com cauda citoplasmatica curta “S” sdo receptores
ativadores, que causam a lise da célula-alvo pelo ndo reconhecimento como célula
propria. Os sinais ativadores sdo o resultado da interacdo do receptor de cauda
curta com o DAP-12 (adaptador de molécula). Estes possuem motivos moleculares
ativadores ou ITAMs (immunorecepter tyrosine-based activation motifs) [97, 98, 99,
100].

Os dominios extracelulares tém por funcdo o reconhecimento da célula-alvo.
Os grupos com trés dominios (3D) sdo conhecidos como DO, D1 e D2. J4 os
receptores com dois dominios (2D) sédo subdividos em dois tipos distintos, o tipo 1
possui os dominios D1 e D2 referentes a KIR2DL1/2/3 e KIR2DS1/2/3/4/5, isto
devido a remocao do éxon 3, e o tipo 2 € caracterizado pelos dominios DO e D2
referentes a KIR2DL4/5 devido a delec&o do éxon 4 [100, 101, 102].

KIR2D
A
'S .
Type 1 Type 2 KIR3D
s - ™ (_/H ' - ™
KIR2DL KIR2DS KIR:2DL KIR3DL KIR3DL KIRIDS
' v . b . ‘
DO
D"
D2
(i
KIR2DL1 KIR2DS1 KIR2DL4 KIR3DL1 KIR3DL3 KIR3D S

KIR2DL23 KIR2D52 KIRZDL5A KIR3DL2
KIR2D53 KIR2DL5B
KIR2DS4
KIR2DS5

Figura 4: Estrutura dos genes KIR (Steven Marsh, Anthony Nolan Institute, UK).

1.4.2 Diversidade
haplotipica

Os genes KIR estdo localizados no cromossomo 19, e permanecem
agrupados em um complexo de receptores leucocitarios [103, 104]. Estes formam

haploétipos que sdo conjuntos de genes noO Mesmo Cromossomo e sdo passados em
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blocos de geragcdo para geracdo [105]. Cada gene KIR possui uma ordem no
cromossomo determinado em duas categorias, haplétipo A e haplétipo B (Figura 5)
[8, 106].

O haplétipo A possui sete genes KIR, com predominancia de genes que
codificam a inibicdo de receptores, que se definem pela presenca de 2DL1, 2DL3,
2DL4, 3DL1, 3DL2, 3DL3, e apenas um gene ativador, 0 2DS4. Em contrapartida, o
haplétipo B possui uma maior diversidade de genes, tanto ativadores quanto
inibidores, predominando sinais de ativagao, cujas combinagdes sao: 2DS1, 2DS2,
2DS3, 2DS5, 3DS1, 2DS4 e 2DL2 [8, 106].

Além disso, o KIR apresenta quatro genes chamados de estruturais ou de
molduras (frameworks). Estes genes estdo presentes em quase a totalidade de
individuos e séo representados por 3DL3, 3DP1, 2DL4 e 3DL2 [8, 15, 107].

A frequéncia destes haplétipos varia significativamente em diferentes
populacées [108]. Do mesmo modo, a diversidade haplotipica dos genes KIR sugere
que possa ter efeitos variaveis dos receptores em diversas doencas, oferecendo

protecdo contra determinada doenca ou predisposicdo a outra [109].

y Haplétipo A
Haplatipo B
Jﬁ#— Ds2y \;-‘_-__..-_ L2 2 53 22 _@% il S S

Figura 5: Estrutura de haplétipos A e B [110].

1.4.3 Ligantes dos

receptores KIR

As células NK tém como uma de suas func¢des, o reconhecimento de células

estranhas no organismo através da interacdo dos receptores KIR presentes na sua
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superficie celular e de moléculas HLA de classe | classicas (HLA-A, HLA-B e HLA-C)
e nao classicas (HLA-E e HLA-G). Portanto, a atividade das células NK necessita de
um determinado antigeno HLA de classe | expresso na superficie das células e de
um receptor KIR especifico, inibidor ou ativador, expresso na célula NK [7, 109, 111].
A tabela 1 mostra os receptores KIR inibidores e ativadores e seus respectivos
ligantes.

Tabela 1: Receptores KIR e seus ligantes.

KIR Inibidor Ligante HLA

KIR2DL2 e KIR2DL3 HLA-CGrupo1(Cw 1, 3,7, 8, 13,14)
KIR2DL1 HLA-C Grupo 2 (Cw 2, 4, 5, 6, 17,18)
KIR3DL1 Bw4 (B8, 27, 51, 53, 58, 13, 44, 52, 57)
KIR 3DL2 HLA-A (A3, 11)

KIR 2DL4 HLA-G

KIR Ativador Ligante HLA

KIR2DS2 HLA-CGrupo1(Cw1,3,7, 8, 13,14)
KIR2DS1 HLA-C Grupo 2 (Cw 2,4, 5, 6,17,18)
KIR3DS1 Bw4 (B8, 27, 51, 53, 58, 13, 44, 52, 57)

A interacdo KIR/HLA se da no momento em que o receptor KIR se liga ao
topo da a-hélice e também nas regifes expostas do peptideo no HLA [112]. Essa
especificidade € definida pelo dimorfismo do HLA-Cw na posicdo 80 e um
dimorfismo na posicéo 44 do receptor KIR. Ja os dimorfismos nas posi¢cdes 77 e 80
da sequéncia do aminoacido definem dois subgrupos do HLA-C distintos
sorologicamente, sendo o grupo C1 caracterizado pela serina na posicao 77 e
aspargina na posicao 80 (Ser77/Asn80) e o grupo C2 caracterizado por aspargina na
posicdo 77 e lisina na posicao 80 (Asn77/Lys80). O grupo C1 é composto por HLA-
Cwl, -Cw3, -Cw7, -Cw8, -Cw13, -Cw14 e seus ligantes sdo KIR2DL2, 2DL3 e 2DS2.
Ja o grupo C2 consiste em HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5, -Cw6, -Cwl7, -Cwl8 e seus
ligantes sdo KIR2DL1 e 2DS1 [113, 114, 115].
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O HLA-B também é dividido em dois grupos: HLA-Bw4 e o HLA-Bw6. Os
receptores KIR3DL1 e KIR3DS1 interagem com HLA-Bw4 — este difere do -Bw6
devido a um polimorfismo na posicdo 77 e 80 —, o KIR3DL1 interage com moléculas
HLA-B quando forem sorologicamente —Bw4. No entanto, se estas apresentarem
isoleucina (lle) na posicao 80 ocorrera maior inibicdo de lise mediada pela célula NK.
Em contrapartida, ndo se conhecem interacdes de alta afinidade com HLA-Bw6. O
HLA-G é o tipo nédo classico de HLA e se liga ao receptor KIR2DL4, possui pouco
polimorfismo e é expresso em células endoteliais dos trofoblastos fetais, timo e
cérneas. O HLA-G quando soluvel, pode estimular a producdo de citocinas e
guimiocinas em células NK quando estas estiverem em repouso (Figura 6) [8, 116,

117].

Célula NK Célula Alvo

KIR 2D54 &

Figura 6: Interacao entre receptores KIR e seus ligantes HLA [110].

Na figura 7 notamos alguns tipos de interacdes possiveis entre KIR/HLA.
Sabemos que a atividade das NK é regulada por um equilibrio entre sinais
ativadores e inibidores provocados pelos receptores KIR [8, 117]. Na primeira
situacado (A), o sinal inibidor prevalece, visto que, ndo ha ligacdo de nenhum receptor

ativador, sendo assim, ndo ocorre a lise da célula alvo e essa interacdo €
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considerada um efeito protetor jA que ndo é permitido a autoagressdo mediada pela
célula NK. Na porgéo B, ha uma ligagdo ocorrendo de receptor ativador na auséncia
de sinais inibidores e por consequéncia ocorre a lise da célula alvo. Nas
representacbes C e D ha situacbes onde sinais ativadores e inibidores ocorrem
simultaneamente. Se houver mais sinais ativadores do que sinais inibidores acarreta
a lise celular. Por outro lado, caso haja mais sinais inibidores do que sinais

ativadores, a célula alvo estara protegida (Figura 7) [8, 117, 118].
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Figura 7: Interacao entre células NK e células alvo [116].

Por fim, o papel das células NK na vigilancia imunoldgica do nosso
organismo, em que a auséncia e/ou presenca dos ligantes ativadores e inibidores é
de suma importancia para a compreensao de diversas doencas. Podendo diminuir
ou aumentar as atividades das células NK e assim auxiliar em varias patologias

onde a imunidade inata possui um importante papel [7, 8].

15 Células NK e
Vitiligo
As células NK séao importantes para a vigilancia imunolégica e fazem parte da
imunidade inata, averiguando continuamente se todas as células estdo expressando
corretamente o HLA de classe | [83]. No caso da expressédo do HLA estar adequado,

0s receptores inibidores fardo seu papel e protegerdo as células alvo de uma
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possivel agressao. Caso contrario, se a expressdo do HLA estiver diminuida ou
deficiente, o sinal inibitério é enfraquecido e a célula NK ¢é ativada induzindo a morte
da célula alvo [119, 120].

Levando em consideracdo esses dados referentes ao funcionamento das
células NK, estudos evidenciaram a importancia do conhecimento dessas células
também na compreensédo do vitiligo. Basak e colaboradores (2008) estudaram 53
pacientes com vitiligo e compararam a 45 pessoas saudaveis utilizadas como grupo
controle a fim de estudar o papel das células NK e linfécitos T através de citometria
de fluxo. O resultado mostrou alteracdes nas células NK em pacientes com vitiligo
em detrimento ao grupo controle, corroborando a ideia de aumento de receptores
ativadores e diminuicdo de receptores inibidores, aumentando a susceptibilidade da
doenca [121].
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2. JUSTIFICATIV

Existem relatos na literatura sobre a importancia do conhecimento entre a
associacdo das células Natural Killer (NK) e doencas autoimunes. No entanto, a
patologia do vitiligo € pouco conhecida, ndo tendo relatos de associacdo de NK e

moléculas de HLA de classe |.

Com isso, a identificacdo de associacdes entre polimorfismos KIR/HLA e o
vitiligo poderia auxiliar ndo somente na melhor compreensao da fisiopatogénese,
mas também na identificacdo de grupos de risco para o desenvolvimento da doenca
e de subgrupos de pacientes com melhor ou pior prognostico. Este estudo tem por
finalidade, investigar a associacao dos genes KIR e moléculas de HLA de classe | e

o vitiligo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o polimorfismo dos genes KIR e HLA em um grupo de pacientes
com vitiligo e comparar as frequéncias dos gendtipos com um grupo controle de

individuos saudaveis.

3.2 Objetivos especificos

. Avaliar a
frequéncia dos diversos polimorfismos dos genes KIR (2DL1, 2DL2, 2DL3,
2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DL4, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5,
3DS1 e 2DP1) através do método PCR-SSO, em pacientes com vitiligo e

grupo controle.

o Avaliar a
frequéncia dos diversos polimorfismos dos genes HLA classe | (C1, C2,
A3, All e Bw4), ligantes dos genes KIR, através do método PCR-SSP em
pacientes com vitiligo e grupo controle.
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Abstract

Vitiligo is a skin disease characterized by white patches on the skin, caused by
destruction of pigment-forming cells (melanocytes). Natural killer cells are part of the
innate immune system and they use their KIRs (killer-cell immunoglobulin-like-
receptors) to recognize class | HLA molecules in cells. When class | HLA molecules
are not recognized, e.g.: tumour cells or virus-infected cells, NK cells induce the
death of target cells. One of the possible aetiologies for vitiligo is immunological. The
objective of the present study was to investigate the polymorphism of KIR and HLA
genes and their association based on the comparison of a group of patients with
vitiligo and a control group. We genotyped 112 patients diagnosed with vitiligo and
250 healthy individuals for 16 KIR genes and their HLA ligands using PCR-SSO and
PCR-SSP. Our findings showed a risk factor for vitiligo in the interaction between the
activating KIR2DS1 gene and its C2 ligand. Our findings showed an interaction
between the activating KIR2DS1 gene and its C2 ligand and between the activating
KIR2DS1 gene with C1/C2 ligand. Our results suggest that those associations could

be markers of a possible risk factor or even a susceptibility factor for the disease.
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1. INTRODUCTION

Vitiligo is an acquired, non-contagious, skin disease. Its main clinical
characteristic is the occurrence of skin white patches. That is caused by the loss of
natural skin pigmentation, due to the reduction in the number and function of
melanocytes — the cells responsible for producing the skin pigment called melanin.
Vitiligo affects all races and both genders equally. Although it affects all age groups,
it is more prevalent in individuals around 20 years of age. The global prevalence of
vitiligo ranges from 0.1 to 8%. In the USA, its estimated prevalence is about 1%. The

etiology of vitiligo remains unknown [1, 2, 3].

Its classification is based on clinical evaluation according the amount of skin
affected and its distribution on the body surface. Diagnosis is established by clinical
examination using Wood's light to detect early stage patches. Next, in order to rule
out other skin diseases, a skin biopsy is performed. Clinical or laboratory criteria
alone, are not able to establish the prognosis [4].

The causes leading to the development of vitiligo have not been definitely

determined. However, some theories have tried to explain this disease, such as:
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neural theory, cytotoxic theory, and immune theory, among others. The neural theory
suggests that the accumulation of neurochemical substances, such as a toxin,
causes the destruction of melanocytes or inhibits the production of melanin [5, 6, 7].
The cytotoxic theory postulates that intermediary metabolites, such as indoles and
dopaquinone, play a role in the destruction of melanocytic cells [6]. The immune
theory admits that vitiligo is an autoimmune disease because of the formation of anti-
melanocyte antibodies (or autoantibodies), thus destroying the melanocytic cells

circulating within the patient's body [8].

In various studies, vitiligo has been associated to other autoimmune diseases,
such as type 1 diabetes, lupus, Hashimoto’s thyroiditis, and psoriasis [1, 3, 8], thus
reinforcing the idea that vitiligo has also an autoimmune origin. Researchers have
reported that autoimmune diseases have different expansion rate of T lymphocytes
[8] and different activation rate of natural killer (NK) cells [9].

NK cells are part of innate immunity and are able to recognize and fight
tumour-transformed cells and virus-infected cells [10, 11, 12]. Class | HLA (human
leukocyte antigen) molecules are recognized by NK cell surface receptors, killer
immunoglobulin-like receptors (KIRs) [11, 13, 14]. KIRs are divided into inhibitory and
activating functional groups. Inhibitory receptors prevent cell lysis, thus inhibiting
cellular action and preventing diseases [15, 16]. Conversely, activating receptors do
not recognize the target cell, thus allowing target cell lysis [17, 18]. The imbalance
between activating and inhibitory signals also contributes to cell lysis [11].
Nevertheless, when the expression of class | HLA is reduced or impaired, such as
during tumour transformation, the inhibitory signal becomes weak and NK cells are
activated, thus leading to cell death [14, 19].

To date, 17 genes and pseudogenes located on chromosome 19913 have
been described. Eight of these genes are inhibitory receptors (2DL1, 2DL2, 2DL3,
2DL4, 2DL5A, 2DL5B, 3DL1, 3DL2, and 3DL3); seven are activating receptors
(2DL4, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, and 3DS1); and two are pseudogenes
(2DP1 and 3DP1). Among these, there are four framework genes, i.e., genes that are
always present in individuals (3DL3, 3DP1, 2DL4, and 3DL2) [20, 21]. KIR ligands
are class | HLA molecules whose loci are HLA-A, -B, and -C. Each locus binds to

certain KIR genes according to its specificity. There is a dimorphism at position 80
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(KIR-binding epitope); thus HLA-C alleles may be divided into two groups: HLA-C1
group, asparagine transporter comprising HLA-Cw1, -Cw3, -Cw7, -CW8, -Cw13, and
-Cw14, and HLA-C2 group, lysine transporter comprising HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5, -
Cwe, -Cw17, and -Cw18. KIR2DS2, KIR2DL2, and KIR2DL3 receptors bind to the C1
group, whereas the alleles of the C2 group bind to KIR2DS1 and KIR2DL1 receptors
[22]. HLA-A has some groups, including A3 and All, which are recognized by
KIR3DL2 [23, 24]. HLA-B has the Bw4 and Bw6 groups; the Bw4 group is recognized
by KIR3DL1 and KIR3DS1, whereas no KIR-HLA interactions have been detected in
the Bw6 group [25].

Several studies have shown the importance of investigating NK cells in
patients with vitiligo. In one study, an association of class Il HLA with patients with
vitiligo and its subtypes was observed. This study recruited 40 patients with vitiligo
vulgaris and 36 patients with halo nevus associated with vitiligo. For comparison
purposes, 2,400 healthy individuals were used. The authors reached the conclusion
that vitiligo vulgaris has a positive association with HLA DR-4 (P=0.0022) and HLA
DR-53 (P=0.0153); however, there was a negative association with HLA DR-3
(P=0.0024). These associations were not found in patients with halo nevus, thus

suggesting that there are different pathogenic mechanisms [26].

In previous studies, we have reported the occurrence of HLA and KIR gene
polymorphisms in a variety of disorders, including breast [12] and prostate cancer
[27], type | diabetes [28], chronic inflammatory bowel disorders [29] and systemic
sclerosis [46]. To the best of our knowledge, this is the first study to be published in
the literature, in which the prevalence of polymorphisms of HLA and KIR genes are
reported in patients with vitiligo as compared to healthy controls.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1  Patients and Control Group

With the purpose of investigating the possible association of KIR genes and

HLA alleles with vitiligo, we studied 112 Caucasian patients diagnosed with vitiligo
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from the Dermatology Unit of Hospital de Clinicas de Porto Alegre. For control, we
studied 250 individuals without any skin or autoimmune diseases from the Brazilian
Bone Marrow Donor Registry (REDOME).

This study was approved by the Research Ethics Committee of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (IRB0000921), and all patients signed an informed consent

form agreeing to participate in the study.
2.2 KIR typing

Blood samples were collected in tubes with EDTA anticoagulant. DNA was
extracted using the salting out method [30]. DNA samples were genotyped using
polymerase chain reaction-sequence specific oligonucleotide probe - PCR-SSO
(One-Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA), which uses Luminex technology, for
identification of presence or absence of 16 KIR genes (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4,
2DL5, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 3DS1, 2DP1, and
3DP1). Target DNA was amplified using three specific primer sets for exons 3, 4, 5,
7, 8, and 9. The temperature conditions for PCR reactions were as follows: 3 min
denaturation at 96 °C, followed by 5 cycles of 20 seconds at 96 °C, 20 seconds at 60
°C, and 20 seconds at 72 °C; 30 cycles of 10 seconds at 96 °C, 15 seconds at 60 °C,
and 20 seconds at 72 °C. Finally, there was an extension step at 72 °C during 10
minutes. The PCR product was denatured and rehybridised in a single strand to
complementary DNA probes (sequence specific oligonucleotide probes) conjugated
with fluorescent microspheres. After washing the microspheres, biotinylated DNA
(from the sample) was marked with Streptavidin, R-Phycoerythrin Conjugate (SAPE).
Reading of reactions was conducted using a LABScanTM 100 flow cytometer
(Luminex Inc., Austin, TX, USA). The analysis of the results was conducted using the
HLA FUSION RESEARCH software, which collects data and determines alleles.

HLA typing

HLA typing Cw epitope C1 (Cw 01, 03, 07 {01-06}, 08, 12 {02, 03, 06}, 14, 16
{01, 03, 04}), and C2 (Cw 02, 04, 05, 06, 0707, 12 {04, 05}, 15, 1602, 17, 18) was
done using polymerase chain reaction with sequence-specific primer (PCR-SSP), as
described by Jones et al., 2006 [31]. HLA-Bw4, A3, and All typing was also done
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using PCR-SSP as described by Bunce et al, 1995 [32]. Internal control was used for
PCR reaction. The temperature conditions for PCR reactions were as follows: 1
minute at 96 °C, followed by 5 cycles of 20 seconds at 96 °C, 45 seconds at 70°C, 45
seconds at 72°C; 21 cycles of 25 seconds at 96 °C, 50 seconds at 65 °C, 30 seconds
at 72 °C; 4 cycles of 30 seconds at 96 °C, 60 seconds at 55 °C, 90 seconds at 72 °C,
and, finally, 1 cycle of 1 minute at 20 °C. The product of amplification was detected
by electrophoresis in 1% agarose gel containing 0.02 pL/mL of ethidium bromide.
After electrophoresis for 20 minutes at 200 volts, DNA was viewed using an

ultraviolet transilluminator.

2.3  Statistical Analysis

Comparison of the KIR gene frequency with the control group was conducted
using Pearson's chi-square test with continuity correction. And when the expected
difference between the two groups was small, we used Fisher's exact test. Odds ratio
(OR), confidence intervals (95% CI) and significance values (P<0.05) were calculated
using SPSS for Windows version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The number of
genes used was adjusted for with the Bonferroni correction.

3. RESULTS

We evaluated KIR gene frequencies of 15 loci for cases and controls. These
results are shown in Table 1. There was no statistical significance differences in any

loci both for cases and controls.

In Table 2, we analysed the frequency of ligands for the KIR genes, A3, All,
Bw4, and group 1 (C1) and group 2 (C2) HLA-C. We found significance for the
presence of the Bw4 ligand (P<0.001), in 171 (68.4%) individuals in the control group
vs. 54 (48.2%) vitiligo patients. However, this ligand was not significant when it was
analysed with the inhibitory KIR3DL1 gene and the activating KIR3DS1 gene (Table
4). The other ligands did not show statistical significance when cases and controls
were compared.

In order to evaluate the interaction between KIR genes and their ligands, we

divided data into two groups: inhibitory genes and their ligands (Table 3) and
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activating genes and their ligands (Table 4). Interaction between inhibitory genes and
their ligands had no statistical significance when the control group and cases were
compared (Table 3). Significant statistical differences, such as the association
between the activating KIR2DS1 gene and its C2 ligand (P=0.015; OR: 2.06; 95%ClI:
1.14-3.72) and heterozygosity for KIR2DS1 and C1/C2 (P=0.025; OR: 2.26; 1.10-
4.66), can be observed in table 4. KIR2DS1/C2 interaction was present in 52.8% of
vitiligo patients and in 35.2% of healthy individuals. KIR2DS1/C1/C2 interaction
shows heterozygosity among individuals, being present in 54.7% of vitiligo patients
and 34.9% of healthy individuals. Both the first and the second interaction indicate a
possible risk factor for vitiligo susceptibility, as it is a prevalent activating gene. The

other combinations did not show any significant differences.

4. DISCUSSION

Vitiligo is a skin disease that has been scarcely studied; therefore, its aetiology
is unknown. Specific data available in the literature about vitiligo include clinical data
based on the disease distribution and extent of skin affected. In addition, there are
some theories that can help to explain skin depigmentation [4]. The theory that best
explains the present study is the immune theory, which advocates that vitiligo is an
autoimmune disease because some studies have suggested the presence of
differences in T lymphocytes [8] and an activation of NK cells in autoimmune

diseases [9].

Therefore, in order to better understand autoimmune diseases, including
vitiligo, there is need to increase our knowledge on the role played by important
immune cells, such as NK cells, in the human body defence system. The importance
of these cells has been demonstrated by several studies. Because NK cells are part
of the innate immune system, they participate in the immune surveillance by means
of self and non-self discrimination, thus lysing virus-infected cells or tumour-

transformed cells [11, 12].

Considering these data, Basak et al (2008) studied 53 patients with vitiligo and
compared them with a control group of 45 healthy subjects to examine the role of NK
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cells and T lymphocytes using flow cytometry. These authors found changes in the
NK cells of patients with vitiligo when compared with the control group, thus
supporting the idea of more activating receptors and fewer inhibitory receptors, which

increases the susceptibility to the disease [33].

As mentioned before, there is little immune data regarding vitiligo. Therefore,
we aimed to study the association of KIR receptors on NK cells with class | HLA. Our
study showed a higher frequency of association with the activating KIR2DS1 gene
and its C2 ligand (P=0.015; OR: 2.06) and heterozygosity for KIR2DS1 and the
C1/C2 ligands (P=0.025, OR: 2.26) in patients compared with the control group. The
presence of the activating KIR2DS1 gene has been reported in several autoimmune

diseases, which may confirm its important role in autoimmunity.

In another study of 48 Caucasian patients with vitiligo compared with 979
healthy subjects, the authors found a positive association of vitiligo with class Il HLA-
DR4 in patients with vitiligo. This was the first study to be published relating HLA-DR
to vitiligo [34]. Later, another study confirmed the association with HLA-DR4 in
patients with vitiligo. Seventy-six patients were analyzed for DR and DQ loci,
resulting in significant findings for HLA-DR4 (P=0.0022) and HLA-DR53 (P=0.0153)
[26].

Lotti et al studied vitiligo in association with other autoimmune diseases, such
as type 1 diabetes, thyroid diseases, and Graves' disease, reaching the conclusion
that vitiligo can be considered a systemic disease [3]. This association has been also
reported in other studies. In Italy, a study demonstrated that 18.5% of vitiligo patients
had thyroid disorders [35]. In another study, 24% of paediatric patients with vitiligo
had thyroid diseases [36, 37].

A study of psoriasis vulgaris showed a positive association of the KIR2DS1
gene and its C2 ligand in a group of 79 Brazilian patients compared with 110 controls
(P<0.009). The authors reported that this association could cause susceptibility to
vitiligo [38]. Other studies support the same theory of the study described above.
American, Japanese, and Polish studies have also found a positive change in the
activating KIR2DS1 gene in psoriasis vulgaris and psoriatic arthritis [39, 40, 41].
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There are reports of other autoimmune diseases that share the same
activation of this gene. A study of 304 Canadian patients with systemic lupus
erythematosus (SLE) and 90 patients with scleroderma compared with 416 normal
controls demonstrated the presence of the activating KIR2DS1 and KIR2DS2 genes
in both diseases, showing possible susceptibility to these diseases [42, 43].
Conversely, another study conducted in Japan investigated SLE in 417 patients with
SLE, 72 patients with rheumatoid arthritis (RA) and 256 healthy controls and showed
an increase in the inhibitory KIR2DL5 gene (P=0.005) in the control group compared
with the groups of patients with SLE and RA, thus associating this gene with a

protective effect against the diseases mentioned above [44].

It is also important to report that the imbalance between activating and
inhibitory signals may also lead to predisposition to these and other diseases.
Another study related to SLE showed an imbalance between the activating KIR2DS1
gene and the inhibitory KIR2DL2 gene in these patients. Such finding corroborates
the idea that the imbalance between activating and inhibitory signalling is also
considered a predisposition to the disease [45]. However, our study did not show any
statistical significance either related to the activating KIR2DS2 gene or to other

inhibitory genes.

Conversely, many studies indicate excessive inhibition in healthy subjects
when compared to patients. A study of systemic sclerosis (SSc) evaluated and
compared 110 patients diagnosed with SSc to 115 healthy individuals. Of these,
65.2% of controls and 29.1% of patients had a higher frequency of the KIR2DL2
gene, confirming what has already been suggested in other studies: a higher
frequency of inhibitory genes in control groups may indicate a protective effect
against the disease. The same study also showed a high prevalence of the KIR2DS2
and KIR2DL2 genes, showing that the imbalance interferes with susceptibility to SSc;
however, there was a high frequency of these genes in controls (57.4%) compared to
patients (28.2%) (P=0.0001). In this study, the inhibitory gene was more prevalent,
thus preventing NK cells from lysing healthy cells. The presence of the KIR2DS2
gene and the absence of the KIR2DL2 gene (P=0.008) facilitates cell lysis, thus
increasing the risk of disease. Such data were more frequently found in patients
(28%) than in healthy individuals (2%) [46]. In Canada, 90 patients with SSc and 416
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healthy controls were investigated and the results showed a high frequency of the
activating KIR2DS1 gene in patients (80%) compared to the healthy group (62%)
[43]. The findings of the Canadian study were confirmed in our study, indicating a

possible susceptibility to the disease.

RA is another autoimmune disease that is often investigated because it
encompasses several subgroups of diseases with different genetic origins.
Therefore, various studies have shown different relationships between RA and KIR
genes. In 2007, a study reported that KIR2DL2 and KIR2DS2 genes were more
frequent among patients with extra-articular manifestations and in those with
vasculitis, which was not found in the control group or in patients without these
clinical manifestations. However, the frequency of KIR2DS1 and KIR3DS1 genes
were lower in patients without bone erosions compared to a control group. Such
studies reveal how different can be the relationships between KIR and various clinical
manifestations [47].

A recent study conducted in India recruited 100 patients diagnosed with RA
and compared them with 100 healthy controls. The authors' analysis showed an
increased frequency of inhibitory genes such as KIR2DL2, KIR2DL3, and KIR3DL1 in
the control group, which supports the idea of a protective factor against the disease
in this group. Conversely, the activating KIR3DS1 and KIR2DS2 genes had higher
frequencies in the patient group, indicating a risk for the disease [48]. These findings
are complementary because an increase expression of inhibitory genes is expected
in the healthy group whereas an increased expression of activating genes is
expected in patients. Nevertheless, we could not find relevant data related to the
activating KIR2DS1 gene in the Indian study that could be compared with our

findings.

In conclusion, several studies have been conducted with the purpose of
understanding the role of NK cells and the interaction between KIR genes and class |
HLA molecules in both autoimmune and non-autoimmune diseases. Notably, data
reported in the present study adds vitiligo to the list of human disorders in which a
potential involvement of the KIR system could be considered. Our study is the first to
describe a potential susceptibility to vitiligo based on the prevalence of the KIR2DS1
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gene and its C2 ligand. Further studies should be conducted to confirm our findings
and better understand this mechanism and other possible interactions.
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Table 1. KIR gene frequencies (%) in controls (n=250) and vitiligo patients (112).

Controls

Patients

KIR gene P-value*
N % N %
2DL1 244 97.6 106 94.6 NS
2DL2 136 54.4 55 49.1 NS
2DL3 216 86.4 103 92.0 NS
2DL4 250 100.0 112 100.0 NS
2DL5 124 49.6 58 51.8 NS
3DL1 244 97.6 104 92.9 NS
3DL2 250 100.0 112 100.0 NS
3DL3 250 100.0 112 100.0 NS
2DS1 91 36.4 50 44.6 NS
2DS2 134 53.6 57 50.9 NS
2DS3 83 33.2 28 25.0 NS
2DS4 238 95.2 104 92.9 NS
2DS5 85 34.0 41 36.6 NS
2DP1 250 100.0 108 96.4 NS
3DS1 106 42.4 46 41.1 NS

*Chi-Square Test or Fischer's Exact Test with Bonferroni correction; NS = Not Significant



Table 2. Frequencies of KIR ligands in controls (n=250) and vitiligo patients (112).
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) Controls Patients
KIR ligands P-value* OR 95%CI
N % N %

A3 55 22.0 13 11.6 NS

All 32 12.8 8 7.1 NS

Bw4 171  68.4 54 482 <0.001 0.43  0.27-0.70

C1 180 72.0 92 82.1 NS

c2 179 71.6 72 64.3 NS

ci1/c1 71 28.4 39 34.8 NS

c1/c2 109 43.6 54 473 NS

Cc2/C2 70 28.0 19 17.0 NS

*Chi-Square Test or Fischer's Exact Test with Bonferroni correction; NS = Not Significant

C1 group: HLA-Cw 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04)

C2 group: HLA-Cw 02, 04, 05, 06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18

Bw4: HLA-B 08, 13, 27, 44, 51, 52, 53, 57, 58

OR: Odds ratio. Confidence Intervals
Table 3. Inhibitory KIR gene frequencies in the presence and absence of their
ligands in controls (250) and vitiligo patients (112).

Controls Patients
P-value*
n (%) n (%)

2DL1+ C2+ 176 (98.3) 68 (94.4) NS
2DL1+ C2- 68 (95.8) 37 (94.9) NS
2DL1+ C2/C2 68 (97.1) 18 (94.7) NS
2DL2+ C1+ 102 (56.7) 49 (53.3) NS
2DL2+ C1- 34 (48.6) 6 (31.6) NS
2DL2+ Cl/C1 40 (56.3) 19 (48.7) NS
2DL2+ C1/C2 62 (56.9) 30 (56.6) NS
2DL3+ C1+ 153 (85.0) 84 (91.3) NS
2DL3+ C1- 63 (90.0) 18 (94.7) NS
2DL3+ Cl/C1 58 (81.7) 35 (89.7) NS
2DL3+ C1/C1 95 (87.2) 49 (92.5) NS
3DL1+ Bw4+ 166 (97.1) 50 (92.6) NS
3DL1+ Bw4- 78 (98.7) 54 (93.1) NS

*Chi-Square Test with continuity correction; NS = Not Significant
C1 group: HLA-Cw 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04)

C2 group: HLA-Cw 02, 04, 05, 06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18

Bw4: HLA-B 08, 13, 27, 44, 51, 52, 53, 57, 58
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Table 4. Activating KIR gene frequencies in the presence and absence of their
ligands in controls (250) and vitiligo patients (112).

Controls Patients
P-value*

n (%) n (%)
2DS2+ Cl1+ 100 (55.6) 51 (55.4) NS
2DS2+ C1- 34 (48.6) 6 (31.6) NS
2DS2+ C1/C1 71 (56.3) 21 (53.8) NS
2DS2+ C1/C2 60 (55.0) 30 (56.6) NS
2DS1+ C2+ 63 (35.2) 38 (52.8) 0.015**
2DS1+ C2- 28 (39.4) 12 (30.8) NS
2DS1+ C2/C2 25 (35.7) 9 (47.4) NS
2DS1+C1/C2 38 (34.9) 29 (54.7) 0.025%**
3DS1+ Bw4+ 67 (39.2) 27 (50.0) NS
3DS1+ Bw4- 39 (49.4) 19 (32.8) NS

*Chi-Square Test with continuity correction; NS = Not Significant

C1 group: HLA-Cw 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04)
C2 group: HLA-Cw 02, 04, 05, 06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18

Bw4: HLA-B 08, 13, 27, 44, 51, 52, 53, 57, 58

**0OR:2.06; 95%Cl: 1.14-3.72

**OR: 2.26; 95%Cl: 1.10-4.66

CONSIDERACOES FINAIS

O vitiligo é uma doenca dermatoldgica a qual ocorre despigmentacdo natural
da pele devido a reducdo no numero e na funcdo dos melandcitos. Nao ha
diferenciacdo entre faixa etéria, raca e sexo. Acredita-se que esta patologia tenha
etiologia autoimune, visto que ha estudos que associam o aparecimento do vitiligo a
outras doencgas autoimunes. H& registros da presenca de autoanticorpos

antimelanociticos que auxiliam na destruicdo das células melanociticas.

As células natural killer (NK) fazem parte da imunidade inata, participantes da
vigilancia imunoldgica possuem ampla habilidade em reconhecer e combater células
infectadas por virus e células tumorais. Em sua superficie existem receptores que
representam genes KIR e eles se ligam as moléculas de HLA de classe | presentes
na superficie da célula-alvo. Ao reconhecer uma célula como prépria, as NK sao
inibidas e evitam a lise da célula-alvo, contudo, se ndo houver este reconhecimento,

as células NK sao ativadas e induzidas a lisar a célula-alvo. Deste modo, conhecer
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os polimorfismos na interacdo KIR/HLA é de suma importancia para compreender

diversas patologias, entre elas o vitiligo.

No presente estudo, o0 objetivo foi investigar os polimorfismos dos genes KIR
associados ao sistema HLA em pacientes com vitiligo e comparados a um grupo
controle. Foram genotipados 112 pacientes com a patologia em questdao e 250
pessoas saudaveis para os genes KIR e HLA de classe | através dos métodos PCR-
SSO e PCR-SSP.

Ao compararmos 0s grupos, encontramos diferencas significativas no gene
ativador KIR2DS1 associado com seu ligante C2, e também com os ligantes C1/C2
(heterozigose). Nossos resultados apontam para uma possivel suscetibilidade ao
vitiligo, sendo o primeiro estudo a constatar tal fato. No entanto, mais estudos nesta
area com diferentes populagbes sdo necessarias a fim de encontrar novas

interacdes entre genes KIR e moléculas de HLA de classe |I.

APENDICE
A. Protocolo de
Pesquisa

Projeto: Anélise do polimorfismo dos genes KIR e HLA em pacientes com
vitiligo.

Nome do Paciente:

NUumero do paciente: NUumero do prontuério:

Raca: oEuro-descendente oAfro-descendente
Sexo: oFeminino oMasculino

Data de nascimento: / / Idade: anos

Tipo de Vitiligo:

o Localizado



o Focal
o Segmentar
o Generalizado

o Acrofacial
o Vulgar
o Mista

o Universal

Doencas co-relacionadas:

0 Alteragoes genéticas
o Qual?
o Doencgas inflamatoérias
o Qual?
o Doengas malignas (ex: micose fungica)
o Qual?
o Doengas infecciosas (ex: pitriase, sifilis, hanseniase)

o Qual?
o Desordens idiopaticas

o Qual?
o0 Nevo halo
o Nenhuma doencga co-relacionada

Forma de tratamento:

0 Esterdides

o Qual?
o PUVA

o Terapia Oral

o Terapia Topica

o Terapia Combinada
o Terapia Cirurgica
o Micropigmentacao
o Imunomoduladores

o Qual?
0 Despigmentagao
o Outras terapias:

o Pseudocatalase

o Helioterapia

o UVB

o Extrato de placenta humana

o Kellin (KUVA)

o Fenilalanina topica e sistémica

65
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o Antioxidantes
o Outra:
o Nenhum tratamento

Observacgdes:

Tipagem HLA C1:

Tipagem HLA C2:

Tipagem HLA Bw4:

Tipagem HLA A3:

Tipagem HLA A11:

Tipagem KIR:

B. Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — Pacientes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CAsos
PROJETO

Analise de polimorfismos dos genes KIR e HLA em pacientes com vitiligo e

grupo controle.
POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

Vitiligo € uma doenca ndo contagiosa em que ocorre a perda da pigmentacéo
natural da pele. Sua etiologia ainda ndo € bem compreendida, embora o fator
autoimune pareca ser importante. Contudo, estresse fisico, emocional, e ansiedade
sdo fatores comuns no desencadeamento ou agravamento da doenca.

Patologicamente, o vitiligo se caracteriza pela redu¢cdo no numero ou funcdo dos
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melandcitos, células localizadas na epiderme responsaveis pela producdo do

pigmento cutdneo — a melanina.

Este estudo esta sendo realizado para investigar os diversos tipos de genes

KIR e HLA em populacéo controle e em grupo de pacientes com vitiligo.
DE QUE CONSTA O ESTUDO?

Ele consta de um exame de sangue, que sera utilizado para a analise dos
genes relacionados com o vitiligo. O uso dessa parte do sangue para quaisquer
outras finalidades é vetado.

QUAIS SAO AS VANTAGENS EM PARTICIPAR DO ESTUDO?

Colaborar para o avanco e progresso do conhecimento sobre o vitiligo

relacionado aos diversos tipos de genes KIR e HLA.
QUAIS SAO AS COMPLICAGOES EM PARTICIPAR DO ESTUDO?

Realizar puncdo venosa para coleta de sangue, podendo causar dor

temporaria e hematoma.
HA A POSSIBILIDADE DESTE ESTUDO CONTINUAR?

Este estudo foi planejado para encerrar em 2014, e para avaliar o risco
genético apenas através dos genes KIR e HLA. No entanto é possivel que mais

genes relacionados com vitiligo possam vir a ser analisados mais adiante.

DADOS RELATIVOS A PROTEGCAO DO PACIENTE

e Os dados coletados neste estudo sdo confidenciais, e ndo serao revelados
dados que permitam identificar os pacientes em hipétese alguma.

e A adesao ao estudo é voluntaria, ou seja, cada paciente € livre para decidir
de néo participar.

e A decisdo de néo participar ndo interferira no acompanhamento normal dos
pacientes no Ambulatério, na Emergéncia e na Internagdo do Hospital de
Clinicas.

e O paciente € livre para desistir em qualquer momento do estudo, sem
necessidade de fornecer justificativa.
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COMPREENSAO E AUTORIZACAO

Tendo compreendido as informacdes do presente termo de consentimento e

concordado com elas, assinala um X apenas uma das opg¢des abaixo:

() Autorizo o uso dos dados da amostra de sangue para a analise dos

diversos tipos de genes KIR e HLA relacionados ao vitiligo.

() Autorizo o uso dos dados da amostra de sangue para a andlise dos
diversos tipos de genes KIR e HLA relacionados ao vitiligo, bem como o

armazenamento da amostra de sangue para analise destes genes e de outros genes

relacionados ao vitiligo que possam vir a ser considerados relevantes dentro desta

linha de pesquisa, desde que pelo mesmo grupo de pesquisa. Sera requisitada nova

autorizacdo dos pacientes no contexto de um novo projeto, bem como sua
aprovacdo junto ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HCPA e do Comité
Nacional de Etica em Pesquisa. Caso haja impossibilidade de obtencdo de nova
autorizacéo, esta situagdo sera avaliada pelo CEP.

() Autorizo o uso dos dados da amostra de sangue para a analise dos
diversos tipos de genes KIR e HLA relacionados ao vitiligo, bem como o emprego da

amostra de sangue coletada na ocasido de outro projeto para analise dos genes.

Paciente:

Registro: Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:
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Porto Alegre, de de 20__.

Pesquisadores responsaveis:

Dra. Mariana Jobhim
Dr. Luiz Fernando Jobim

Telefone: (51) 3359-8020

C. Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — Controles

REGISTRO BRASILEIRO DE DOADORES VOLUNTARIOS
DE MEDULA OSSEA — REDOME

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, ,
abaixo assinado(a) e acima qualificado(a), pelo presente instrumento CONSINTO

gue os meus dados cadastrais, o resultado de minha tipificagdo HLA e os outros
resultados dos exames de histocompatibilidade / Imunogenética sejam incluidos no
REGISTRO BRASILEIRO DE DOADORES VOLUNTARIOS DE MEDULA OSSEA -

REDOME, coordenado pelo Laboratério de Imunogenética do Instituto Nacional de
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Cancer — INCA, do Ministério da Saude. A amostra coletada nesta ocasido podera

ser utilizada em possiveis testes genéticos futuros, desde que de maneira sigilosa.

Nesta data recebi as orientacdes sobre o que € o transplante de medula 6ssea e 0
transplante de células precursoras e estou ciente de que:

O candidato a doador de medula Ossea e/ou tecidos hematopoéticos deve

encontrar-se em bom estado de saude.

Na oportunidade de ser selecionado, o doador devera passar por exames clinicos e
laboratoriais que atestem a inexisténcia de doenca, especialmente as

infectocontagiosas.

Na oportunidade de ser selecionado para doacdo de medula 6ssea, o doador
passara por internacdo hospitalar (hospital/dia) sendo necessario submeter-se a
procedimento sob anestesia geral para retirada de ndo mais que 10% de sua medula
0ssea. O procedimento consiste em puncéo glatea (4 a 8 pungdes). A medula 6ssea

do doador € espontaneamente restaurada em poucas semanas.

Na oportunidade de ser selecionado para doacdo de precursores hematopoéticos,
apos utilizar por via subcutdanea uma medicacdo estimulante de células
hematopoiéticas, o doador sera submetido a procedimento semelhante a doagéo de
sangue sendo este realizado em carater ambulatorial, ndo sendo para isso

necessarios os procedimentos mencionados no segundo item deste termo.

Os riscos para doadores de medula éssea e/ou tecidos hematopoéticos €
praticamente inexistente. Nos casos de doacdo de medula Ossea, devido ao

procedimento de puncéo, € comum haver queixa de discreta dor no local da puncéo.
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Tenho, também ciéncia do propdsito a que se destina o referido Registro e meu

cadastramento nele.

Proponho-me, assim, a ser um eventual doador de medula 6ssea ou de células
precursoras, sabendo que me € reservado o direito de deciséo final para doacéao,

mantendo-se a condicao de sigilo acima especificada.

Porto Alegre, / /

Nome Legivel

Assinatura
Testemunhas:

Nome legivel: Assinatura:

Nome legivel: Assinatura:




